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DERIVES D'INDOLAMINE DANS LA DETECTION DE PEPTIDASES DE MICRO- 
ORGANISMES 



5 La presente invention concerne 1' utilisation d' au 

mo ins un compose a base d' un derive d'indolamine pour la 
mise en evidence d'une activite . d' aminopeptidase ou de 
peptidase dans une culture de micro-organismes, ainsi qu T un 
procede et un milieu de culture pour reveler une telle 

10 activite enzymatique, ou pour identifier des micro- 
organismes exprimant ou n'exprimant pas cette activite. 

On appelle generalement aminopeptidase une enzyme 
capable de cliver par hydrolyse le groupement amide forme 
entre un acyle d'acide amine et une amine primaire, et on 

15 appelle peptidase une enzyme capable de cliver par 
hydrolyse le groupement amide forme entre le reste acyle 
d'un peptide et une amine primaire. Dans la presente 
demande, le terme "peptidase" peut designer, selon les cas, 
aussi bien unie peptidase telle que definie precedemment 

20 qu'une aminopeptidase. 

La detection et 1 1 identification des micro-organismes 
sont tres important es notamment en medecine, dans 
I'industrie agro-alimentaire, et pour la surveillance de 
1 f environnement (par exemple le controle de l'eau). Les 

25 micro-organismes peuvent etre recherches pour leur 
pathogenicity, comme indicateurs de contamination, ou dans* 
le controle de procedes de fabrication. 

Les techniques de detection et d f identification de 
micro-organismes sont actuellement basees sur la recherche 

30 de sequences nucleotidiques caracteristiques, sur la 
recherche d'antigenes ou d'anticorps, sur la culture en 
milieu selectif ou non selectif, ou encore sur la recherche 
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d f activites metaboliques et notamment enzymatiques (par 
exemple activites " d~' osidases, d f esterases, de peptidases, 
d 1 oxydases, etc.). 

Le plus souvent, les procedes de detection et 
5 d' identification des micro-organismes associent plusieurs 
de ces techniques, "La culture est ainsi utilisee pour 
multiplier et selectionner les micro-organismes recherches. 
Afin de simplifier leur detection, il a ete propose de 
mettre en evidence des activites biochimiques en 

10 introduisant directement dans le milieu de culture des 
molecules produisant une coloration ou une fluorescence. De 
tels milieux sont appeles milieux de detection, Les 
activites biochimiques recherchees peuvent etre mises en 
evidence par di verses methodes telles que : 

15 - la modification physico-chimique du milieu : par 

exemple changement de pH. r§vele a I. 1 aide d'un indicateur 
colore ou fluorescent (methyl-umbellif erone) , 

- le changement du potentiel redox revele a l'aide 
d'un indicateur colore (sel de tetrazolium) ou fluorescent, 

20 - la reaction d'une molecule produite par les micro- 

organismes avec un compose present dans le milieu, 
conduisant a une coloration, 

- ou encore l'hydrolyse de molecules liberant un 
compose colore ou fluorescent (naphtol, coumarine) . 

25 Les hydrolyses detectees sont en general le resultat 

de 1' action d'une enzyme produite par le micro-organisme 
sur un substrat enzymatique naturel ou synthetique. Ces 
activites enzymatiques sont par exemple celles des enzymes 
suivantes : esterases (par exemple lipases, phosphatases) , 

30 osidases (p-galactosidase, ^-glucuronidase, N-acetyl- 
hexosaminidase) , peptidases (alanine-aminopeptidase, 

trypsinase, gelatinase) , DNAses, decarboxylases, 
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desaminases, ureases, tryptophanases , oxydases, catalases, 
etc. 

On sait par ailleurs que les milieux gelifies sont 
particulierement bien adaptes a la culture et a 1 ' isolement 
5 de micro-organismes a partir d'un prelevement, ainsi qu'a 
la detection de micro-organismes "cibles" au sein . d f un 
melange de micro-organismes. Sur ces milieux, les micro- 
organismes forment des colonies detectables a l.'oeil nu, et 
il est hautement souhaitable que les produits des activites 

10 biochimiques recherchees restent localises sur leur site de 
production. Cela permet en effet de distinguer une colonie 
de ses voisines si celles-ci n'expriment pas les memes 
activites. On peut ainsi utiliser di verses methodes 
detectant par exemple des changements de pH 

15 (FR-A-2 671 100), des activites d f esterases (FR-2 457 323), 
des activites d'osidases (FR-A-2 684 110) etc. II est 
evidemment possible d' utiliser conjointement plusieurs de 
ces methodes, afin de mettre en evidence plusieurs especes 
ou souches, et/ou afin d'accroitre la sensibilite et/ou la 

20 specif icite de la detection. 

Les brevets US-B-5210022 et US-B-5358854 decrivent des 
substrats chromogenes sensibles a 1' action de la 

(3-galactosidase . Ces substrats derives du 3-hydroxy indole 

sont par exemple des indolyl-(3-D-galactosides dont le noyau 
25 indole peut porter des substituants halogene en positions 
A, 5, 6 ou 7 . 

Le document EP-A-0 224 830 decrit une methode de 
detection de bacteries gram-negatives dans un echantillon 
d' urine, dans laquelle on ajoute a l f echantillon un.extrait 
30 naturel provenant de certaines especes de crabes, puis, 
aprds incubation, on met en contact .1' echantillon avec un 
support contenant un substrat peptidique qui comprend un 
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groupe partant chromogene. L' extrait naturel utilise 
contient une proenzyme, et si 1' echantillon contient des 
bacteries . gram-negatives en nombre suffisant, les 
endotoxines de ces bacteries activent la proenzyme en une 
5 enzyme capable de cliver le substrat peptidique avec 
formation d' un produit colore sur le support. 

On ne dispose pas actuellement de moyen, adapte aux 
milieux gelifies, pour mettre en evidence des activites 
d' aminopeptidase et de peptidase de micro-organismes . En 

10 effet, les substrats enzymatiques utilises jusqu'a 
maintenant presentent 1 ' inconvenient de liberer des 
molecules colorees ou f luorescentes qui diffusent dans les 
milieux gelifies, ou qui ne sont revelees que par 
irradiation U.V. (cas de la naphtylamine ou de 

15 1 1 aminocoumarine) , ou qui necessitent 1' addition de 
reactifs (cas de la naphtylamine) , ou dont la coloration 
est peu contrastee dans les milieux_ reactionnels utilises 
en microbiolpgie (cas de la nitroaniline) . 

Dans la presente demande, une denomination du type 

20 (Acide amine) -BIA ou (Peptide) -BIA designe un compose du 
type 3-Acylamino-5-bromo-indole, dont l'acyle est celui 
dudit acide amine ou dudit peptide. 

On sait que la L-Leucine-aminopeptidase a ete mise en 
evidence, dans des coupes histologiques de mammiferes, 

25 grace a un substrat enzymatique, le 3-L-leucylamino-5- 
bromo-indole, encore appele L-Leucine-3- (5-bromo- 

indolamine) , par abreviation L-Leu-BIA, qui produit apres 
hydrolyse un compose colore ; voir Pearson et al., 1963, 
Lab. Invest., 12 : 712. En 1967, Yarborough et al . , J. 

30 Reticuloendoth. Soc, 4 : 390 ont repris la technique de 
Pearson et al. dans des applications similaires (coupes 
histologiques). lis ont precise que l'ajout d'un melange de 



WO 99/38995 PCT/FR99/00166 

- 5 - 

ferricyanure et de ferrocyanure de potassium, ou de sulfate 
de cuivre, inhibe la reaction. 

En 1975 Lojda et Havrankova, Histochemistry, 43 : 355 
proposerent d'ameliorer la methode utilisant le substrat 
5 L — Leu-BIA par I 1 addition d'un melange de sel de 
tetrazolium et de phenazine methosulf ate, la reaction 
coloree observee provenant alors de la reduction du sel de 
tetrazolium en formazan. 

Le document " WO-98/04735, publie apres la date de 

10 priorite dont beneficie la presente demande, decrit 
1' utilisation d'un derive d' acylation de la 5-bromo 
indolamine, 1'acyle etant choisi parmi les restes leucyle 
et alanyle, comme agent revelateur permettant de mettre en 
evidence, par formation d'un produit colore, une activite 

15 de peptidase dans une culture de micro-organismes . 

Lors des travaux ayant conduit a la presente 
invention, on a recherche s'il etait possible d'utiliser ce 
substrat enzymatique dans la detection de micro-organismes 
cultives, notamment sur milieux gelifies. Lors d'essais 

20 preliminaires, on a ajoute de la L-Leu-BIA ou de la L-Pro- 
BIA, dans un milieu couramment utilise pour la recherche 
d'osidases, qui est decrit a l'exemple 1 ci-apres. II n'a 
pas ete possible de mettre en evidence une activite de 
leucine-aminopeptidase ou de proline-aminopeptidase, quel 

25 que soit le micro-organisme cultive dans ce milieu 
(notamment des genres Escherichia, Klebsiella , Citrobacter, 
Pseudomonas , Enterococcus , Staphylococcus , Streptococcus) . 
L'ajout des reactifs proposes par Lojda et Havrankova s'est 
traduit par une inhibition plus ou moins complete de la 

30 croissance des micro-organismes, sans permettre la 
revelation d'une activite de peptidase avec la L-Leu-BIA ou 
la L-Pro-BIA. 
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En revanche, si I'on ajoute, dans ce meme milieu de 
l f exemple 1, de la 7-L-leucylamino-4-methyl-coumarine (L- 
Leu-AMC) ou de la 7-L-prolylamino-4-methyl-coumarine 
(L-Pro-AMC) , une fluorescence (et done une activite de 
5 leucine-aminopeptidase ou de proline-aminopeptidase) est 
detect6e avec certains de ces memes micro-organismes (voir 
I'exemple 1). De meme, dans ce milieu, avec des substrats 

d 1 osidases {5-bromo-4-chloro-3-indolyl-(3-D-galactoside et 

6-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronide) , on peut detecter les 

10 activites de {3-galactosidase et de ^-glucuronidase des 
micro-organismes • 

Avec le milieu utilise a I'exemple 2 ci-apres, il n'a 
pas non plus ete possible de mettre en evidence une 
activite de peptidase avec la L-Leu-BIA ou la L-Pro-BIA. 

15 On a maintenant decouvert que 1 ? absence de resultats 

avec les derives d'indolamine n 1 etait pas due a une 
incompatibilite avec les micro-organismes ou a une 
inhibition de leur multiplication en culture, mais etait 
due essentiellement a des conditions de milieu. On a en 

20 effet decouvert qu'il etait possible de reveler l 1 activite 
de peptidase de micro-organismes avec les derives 
d'indolamine, en utilisant d 1 autres milieux de culture, Les 
raisons pour lesquelles certains milieux sont utilisables, 
et d f autres non, ne sont pas connues v Neanmoins, il est 

25 possible de determiner et de mettre au point, par de 
simples essais de routine, semblables a ceux decrits dans 
la partie experimentale ci-apres, les milieux et/ou 
ingredients qui conviennent ou qui ne conviennent pas . 
L f invention a done d f abord consiste notamment a rechercher, 

30 et a montrer qu'il etait possible de trouver, des milieux 
de culture dans lesquels les substrats de peptidases, 
derives d'indolamine, qui sont mentionnes ci-dessus, sont 
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iitilisables pour mettre . en evidence les activities 
enzymatiques correspondantes dans une culture de micro- 
organismes. 

On a ainsi decouvert notamment qu'un milieu utilisable 



5 est le suivant, contenant : 

- Extrait de levure 0,5-25 g/1 

- Peptone de gelatine. 0,5-25 g/1 

- NaCl 0-50 g/1 

et eventuel lenient - 



10 - Agent regulateur de pH, quantite suf fisante pour pH = 3 

a 9 

et/ou : 

- Agent gelifiant 5-35 g/1 

15 L' agent gelifiant est un agent gelifiant usuel, par 

exemple I 1 agar • 

Le - pH -choisA est un pH qui - con-vi-en-t -pour le micro- 

organisme etudie. Dans le cas d'un milieu gelifie, le pH 
est de preference de 5 a 9. On peut ajuster le pH, par 
20 exemple, avec de l'acide chlorhydrique ou du carbonate de 
sodium. 

Si on ajoute a un tel milieu, par exemple, de la 
L-Pro-BIA, et si on ensemence avec des micro-organismes , on 
obtient des colonies brunes ou incolores suivant que les 
25 micro-organismes expriment ou non une activite de L- 
Proline-aminopeptidase . 

Des resultats comparables ont ete obtenus avec des 
substrats du type 3-acylamino-indole dans lesquels l'acyle 
est le reste acyle d'un acide amine ou d'un peptide, 
30 L 1 invention a done pour objet 1' utilisation d'au mo ins 

un compost de formule (I) : 

X-NH-R (I) 
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clans laquelle X — represente un groupe indole-3-yle 

eventuellement; _substitue et R represente le reste acyle 
d T un acide amine ou dVun peptide, le groupement amine ou 
les groupements amines presents dans R etant eventuellement 
5 sous forme protegee, comme agent revelateur, ledit agent 
etant a a j outer a un milieu de culture de micro-organismes 
et permettant de mettre en evidence, par formation d'une 
coloration ou d'une fluorescence dans ledit milieu, soit 
une activite de peptidase dans ledit milieu de culture, 

10 soit la presence d'un micro-organisme ou d'un groupe de 
micro-organismes exprimant une telle activite dans ledit 
milieu, a l 1 exception de 1 ' utilisation d'un compose de 
formule (I) pour lequel X represente un groupe 5-bromo- 
indole-3-yle et R represente un reste leucyle ou alanyle. 

15 Bien entendu, 1 1 utilisation selon 1 1 invention permet 
egalement, le cas echeant, de constater l f absence de 
l f activite de peptidase recherchee et/ou 1' absence du ou 
des micro-organismes recherches . 

1/ acide amine ou le peptide dont R represente le reste 

20 acyle repond a la formule RCOOH* 

Dans les composes de formule (I), le groupement amine, 
ou les groupements. amines presents dans R, et en 
particulier le groupement amine N- terminal, peuvent etre, 
si desire, sous forme protegee, notamment a 1 1 aide des 

25 groupements protecteurs temporaires des amines utilises 
classiquement dans la chimie des peptides. La presence ou 
I 1 absence de tels groupements protecteurs est sans 
influence sur la formation d'un produit colore ou 
fluorescent lorsque l 1 activite de peptidase recherchee est. 

30 presente dans le milieu de culture etudie. 

Le groupement indolyle represente par X, dans ^la 
formule (I), peut comporter unou plusieurs substituants en 



WO 99/38995 



PCT/FR99/00166 



l'une au moins des positions 1, 4, 5, 6 et 7 . Lesdits 
substituants peuvent etre choisis notamment parmi les 
substituants halogene, alkyle inferieur, aryle, aralkyle, 
alkoxy inferieur et aralkoxy. Dans la presente demande, les 
5 substituants alkyle inferieur et alkoxy inferieur, de meme 
que les groupes alkyle des substituants aralkyle et 
aralkoxy, comportent notamment de 1 a 4 atomes de carbone. 
Les substituants halogenes peuvent etre le fluor, le 
chlore, le brome et l'iode, en particulier le chlore et/ou 

10 le brome. Les substituants aryle sont notamment des groupes 
phenyle eventuellement substitues par exemple par des 
groupes alkyle inferieur, halogene ou alkoxy inferieur. Le 
substituant eventuellement present en position 1 est 
notamment un substituant alkyle inferieur, par exemple 

15 methyle. Parmi les groupements indole-3^yle substitues 
representes par X, on peut citer notamment les derives 4- 
chloro-, 6-chloro-, 5-bromo-, 1 -methyl-, 4-methyl-, 5- 
methyl-, 4 , 7-dimethyl-, 4, 6-dichloro-, 6, 7-dichloro-, 4- 
chloro- 5-bromo, 4,5, 7-trichloro-, 4,6, 7-trichloro-, 4- 

20 chloro-5-bromo-7-methyl-, 5-methoxy-, 5-benzyl-, 5- 
benzyloxy- et 5-phenyl-indoles . 

Dans la formule (I),, lorsque le groupe R represente le 
reste acyle d'un acide amine, il s'agit par exemple d'un 
reste alanyle, prolyle, leucyle, pyroglutamyle ou arginyle. 

25 Lorsque le groupe R represente le reste acyle d'un peptide, 
ce peptide peut comporter jusqu'a 10 residus d'acides 
amines, en particulier jusqu'a 5 residus d'acides amines, 
et notamment jusqu'a 3 residus d'acides amines. Parmi les 
peptides dont derive le groupe R, on citera en particulier 

30 ceux dont le residu d f acide amine C-terminal est choisi 
parmi les residus de leucine, d' alanine, de proline et 
d'arginine. On peut citer a titre d' exemple de peptide 
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1 ' alanyl-phenylalanyl-proline, donnant des derives de 
formule (I) pour lesquels R represente Ala-Phe-Pro- . 

Les composes de formule (I) sont solubles dans les 
milieux aqueux. lis peuvent etre prepares selon les 
5 methodes habituellement utilisees en synthese peptidique. 
On peut notamment faire reagir une indolamine de formule X- 
NH2/ X etant defini comme precedemment , avec un derive d'un 

acide amine ou d'un peptide, ledit acide amine ou ledit 
peptide repondant a la formule RH, R etant defini comme 

10 precedemment. Ledit derive d' acide amine ou de peptide est 
un derive a groupement carboxyle active et a groupement (s) 
amine protege (s) a l'aide d'un groupement protecteur usuel 
des fonctions amine primaire. Le groupe carboxyle active 
est un derive du groupe carboxyle qui facilite la formation 

15 d' amides par reaction avec les amines primaires, par 
exemple un groupe anhydride mixte. On sait que 1 1 on peut 
obteni-r- un anhydride mixte- en faisant reagir par exemple un 
acide avec un chlorof ormiate d'alkyle inferieur. 

Les groupements protecteurs et leur utilisation sont 

20 bien connus ; voir par exemple R. A. Boissonas, Adv. in 
Organic Chemistry, Methods and Results, Vol.3, Interscience 
Publishers, 1963, pp.159 et suivantes. Dans le cas present, 
on peut utiliser tous les groupements protecteurs des 
amines primaires utilises notamment dans la chimie des 

25 peptides, par exemple le groupement N-Cbz (N- 
benzyloxycarbonyl) ou N-Boc (N-butyloxycarbonyl) , dont on 
sait qu'ils sont des groupements protecteurs temporaires 
des groupements amine, ceux-ci pouvant etre ensuite 
restaures, si desire, par une simple hydrolyse acide. Par 

.30 reaction de I 1 indolamine de formule X-NH£ avec le derive a 

groupement: carboxyle active et a groupement amine protege, 
puis deprotection eventuelle du ou des groupement (s) amine, 
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on obtient le compose de formule (I). L ' indol amine de 
formule X-NH2 peut elle-meme etre obtenue notamment selon 

un proc§d6 analogue a celui decrit par Madelung, Liebigs 
Annalen der Chemie, Vol.405, pp. 58-95 (1914) . 
5 L' invention concerne egalement un procede de raise en 

evidence d f une activite de peptidase dans une culture de 
micro-organismes, dans lequel on ajoute au milieu de 
culture desdits micro-organismes un agent revelateur de 
formule (I) tel que defini ci-dessus, et dans lequel on 

10 recherche la formation eventuelle, dans le milieu de 
culture, d'un compose colore, etant entendu que si un 
compose colore s'est forme, l 1 activite de peptidase 
recherchee est presente, et elle est absente s'il n'y a pas 
formation d'un produit colore. Dans le procede de 

15 1' invention, on utilise evidemment un milieu de culture 
selectionne prealablement pour son aptitude a permettre la 
transformation d f un substrat de formule (I) en produit 
colore lorsqu'une activite de peptidase correspondante est 
presente. On peut utiliser notamment un milieu tel que 

20 celui mentionne ci-dessus. 

Dans la presente demande, on appelle "produit color6" 
un produit ayant une couleur propre lorsqu'il est eclaire, 
en lumiere blanche par exemple, ou un produit emettant une 
fluorescence lorsqu^l est soumis a une irradiation par 

25 1 f ultraviolet ou par la lumiere visible, et le mot 
"coloration" designe aussi bien la presence d'un produit 
colors, ayant une couleur propre lorsqu f il est eclaire en 
lumiere blanche, que la presence d'un produit emettant une 
fluorescence sous l f influence d'une radiation de longueur 

30 d'onde appropriee. 

L'etape dans laquelle on recherche la formation 
eventuelie d'un compose colore est evidemment mise en 
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ceuvre, le cas echeant, au bout d f un temps de culture tel 
que les micro-organismes recherches se sont suf f isamment 
multiplies pour, que l'activite de peptidase recherchee soit 
detectable, si elle est presente. 
5 L' invention concerne aussi un milieu de culture de 

micro-organismes contenant, outre les ingredients 
necessaires a la culture des micro-organismes, au moins un 
compose de formule (.1). tel ..que defini _ci-dessus. 

Les composes de formule (I) sont ajoutes, dans le 

10 milieu de culture, a une concentration suffisante pour 
permettre de detecter l'activite de peptidase recherchee. 
Pour cette detection, on recherche, soit a I'ceil nu, soit a 
l'aide de moyens optiques appropries, l f apparition d'une 
coloration ou, eventuellement, l f apparition d'une 

15 fluorescence sous irradiation par 1 1 ultraviolet ou par la 
lumiere visible* Cette concentration suffisante peut etre 

d6terminee prealablement, dans chaque .cas, par des 

experiences de routine. Le milieu de culture peut contenir 
par exemple de 25 a 2000 mg/L du compose de formule (I) . 

20 L'un des avantages des composes de formule (I) est que 

les produits colores qu'ils forment en presence d'une 
activite de peptidase ne diffusent pas dans les milieux de 
culture gelifi^s. 

lis peuvent done etre utilises en milieu gelifie. lis 
25 peuvent aussi, bien entendu, . etre utilises en milieu 
liquide. 

Par ailleurs, les substrats de formule (I) n'inhibent 
pas la multiplication des micro-organismes dans les milieux 
de culture. On peut done les utiliser en les ajoutant au 
30 milieu de culture a tout moment, y compris, si desire, 
avant le debut de la culture, en debut de culture, ou en 
fin de culture. Dans le cas d'un milieu gelifie, il est 
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evidemment preferable d f introduire le compost de formule 
(I) lors de la preparation du milieu de culture, avant 
gelification dudit milieu. 

L' invention concerne un procede de detection d'un 
5 micro-organisme ou d'un groupe de micro-organismes, dans un 
echantillon les contenant ou susceptible de les contenir. 
Ce proced6 comprend les etapes consistant a a j outer a un 
milieu de culture contenant 1 f echantillon au moins un 
-compose de formule (I) tel que defini ci-dessus, a 
10 rechercher la formation eventuelle d'un produit colore ou 
fluorescent dans ledit milieu, et a comparer, le cas 
echeant, la coloration ou la fluorescence obtenue a celle 
obtenue avec un echantillon authentique du micro-organisme 
ou du groupe de micro-organismes recherche. Dans un tel 
15 procede, la detection est evidemment fondee sur 
1' expression ou 1' absence d' expression, par le micro- 
organisme ou par le groupe de micro-organismes recherche, 
de 1' activite de peptidase que 1 'agent revelateur de 

• * » 

formule (I) utilise permet de mettre en evidence. 

20 Selon un mode de realisation particulier;-d^ de> 

detection de micro-organismes selon 1' invention, on peut 
a j outer a la culture, en outre, au moins un agent 
revelateur additionnel permettant de detecter, par 
formation d'xin produit colore ou fluorescent, une activite 

25 enzymatique, qui peut etre la meme que celle qui est mise 
en evidence cl l'aide des composes de formule (I) tels que 
definis ci-dessus, mais qui est generalement une activite 
enzymatique differente de celle mise en evidence a l'aide. 
des composes de formule (I). II peut s ' agir par exemple 

30 d'une activite d 1 esterase, d'osidase ou de peptidase. On 
peut ainsi obtenir des informations supplementaires, en 
liaison avec une absence de coloration (ou de fluorescence) 
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ou en liaison avec une coloration modifiee par rapport a la 
coloration obtenue avec un seul substrat enzymatique . 
L 1 autre agent revelateur choisi aura des proprietes 
differentes de celles des derives d' indol amine de formule 
5 (I) : par exemple, on choisira un autre agent "revelateur 
capable de donner un. produit reactionnel ayant une couleur 
differente de la couleur produite par 1' indolamine de 
formule (I) . L '.autre agent revelateur (ou second agent 
revelateur) permettra done de reveler, grace a sa couleur 

10 propre, ou grace a sa fluorescence, la presence d'une 
activite enzymatique dont il est specifique. Si I'activite 
de peptidase revelable par les derives d' indolamine de 
formule (I) est egalement presente, on obtiendra une 
coloration modifiee, differente de la coloration donnee par 

15 le compose de formule (I) lorsqu'il est utilise seul, et 
differente aussi de ladite couleur propre donnee par le 
second agent revelateur. Des exemples d' utilisation de 
plusieurs substrats, ainsi que les informations qui peuvent 
en ressortir, sont donnes ci-apres dans la partie 

20 experimentale . Bien - -entendu, les resultats peuvent varier 
avec chaque espece ou souche de micro-organisme etudie. 
Chaque cas susceptible d'interSt doit done faire I'objet 
d f etudes prealables, selon des experiences de routine. 

Les derives servant a mettre -en evidence des activites 

25 enzymatiques differentes, et utilisables comme agents reve- 
lateurs additionnels, sont des agents revelateurs connus, 
ou leurs analogues. Ce sont notamment des derives 
. d'indoxyle, de coumarine, de resorufine, de naphtol, de 

naphtylamine, de nitrophenol, de nitroanilinei, de. 

-tt. 

.30 rhodamine, d f hydroxyquinoleine, de f luoresceine, etc. 

Parmi ces agents revelateurs additionnels qui peuvent 
etre utilises en association avec les derives d' indolamine, 
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on peut citer notamment le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D- 



glucuronide, le 6-chloro-3-indolyl-p-D-glucoside, la 
L-alanine-7-amino-4-m6thyl-coumarine, le 4-methyl-umbel- 
lif eryl-N-ac6tyl-p-D-galacto--saminide, * le resorufine- 
5 0-D-galactoside, le sulfate de 0-naphtyle, le naphtol AS-BI 
P-D-galactoside, le L-alanine (3-naphtylamide, l f o-nitro- 
phenol-p-D-galactoside, le carboxyben-zoyl-L-arginine- 
p-nitroanilide, la rhodamine 110 bis- (L-leucine amide), 

1 'hydroxyquinoleine-p-D-glucoside, et le diacetate de 
10 f luoresceine . 

Les caracteristiques et avantages de 1 1 invention sont 
illustres par les exemples suivants. 



Exemple 1 



Leunailieu de culture contient ,_outre de I'eau : 

- Peptone de viande (D — 15 g/1 

- Peptone de cas6ine © . 3 g/1 

■ - NaCl 5 g/1 

20 - Tampon Tris . , 0,5 g/1 

- Na 2 HP0 4 1 g/1 

- Citrate de sodium... . 1 g/1 

- Glucose 1 g/1 

- Pyruvate de sodium... ....... ........ .2 g/1 

25 - Agar 13 g/1 

<D commercialise par : D.I.F.C.O. 
o commercialise par : D.I.F..C.O. 



» - - : 



A ce milieu, on ajoute soit de la L-Pro-BIA, soit de 

* 

30 la 7-L-prolyl-amino-4-methyl-coumarine (L-Pro-AMC) , £ une 
concentration de 200 mg/1. On ensemence les differents 
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milieux obtenus, repartis dans des boites de Petri, avec 
des micro-organismes . Les boites ont ete mises en 
incubation a 37°C pendant 48 heures . Les colonies formees 
ont ete examinees visuellement a la lumiere ambiante et 
5 sous lampe U.V. (longueur d'onde = 365 nm) apres 24 et 48 
heures d' incubation. La couleur ou la presence de 
fluorescence ont ete notees. Les micro-organismes etudies 
etaient : Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. 

Apres 24 heures ou 48 heures de culture, on n 1 observe 

10 aucune coloration dans les cultures contenant de la L-Pro- 
BIA, bien que ces cultures renferment une activite de L- 
Pro-peptidase qui peut etre mise en evidence dans les 
cultures contenant de la L-Pro-AMC : on observe alors 
l 1 Emission d'une fluorescence sous irradiation U.V. 

15 Quand on ajoute au milieu ci-dessus soit de la L-Ala- 

BIA, soit de la L-Leu-BIA, soit de la L-Alanine-7-amino-4- 
methyl-coumarine (L-Ala-AMC) , soit de la L-Leucine-7-amino- 
4-methyl-coumarine (L-Leu-AMC) , a des concentrations de 
200 mg/L, on n f observe, apr6s 24 heures ou 48 heures de 

20 culture, aucune coloration dans le cas des derives de 
bromoindol amine (BIA) . . En revanche, avec les derives 
d 1 aminomethylcoumarine (AMC) , on a pu reveler la presence 
des activites de L-Alanine-aminopeptidase et de L-Leucine- 
aminopeptidase dans le cas d 1 Escherichia coli , Klebsiella 

25 Pneumoniae, ' Citrobacter freundii, P. aeruginosa. 

Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecium, et 
Streptococcus pyogenes, et une absence de ces activites 
avec Staphylococcus epidermidis. 
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Exemple 2 

Dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,3 a 25°C on ajoute 
soit de la L-Pro-BIA, soit de la L-Pro-AMC, a la 
5 concentration de 400 mg/L. Le milieu obtenu est reparti 
. dans les puits de plaques de microtitration que l'on 
ensemence avec des suspensions de P. aeruginosa ou de 
C. albicans . Les plaques sont mises en incubation pendant 
24 heures a 37°C. Les puits sont examines visuellement a la 
10 lumiere ambiante et sous lampe U.V., apres 24 a 48 heures 
d' incubation. 

Aucune coloration n f a ete notee avec la L-Pro-BIA, 
bien qu'il soit possible de mettre en evidence une activite 
de L-Pro-aminopeptidase dans des puits dans lesquels on a 

15 remplace la L-Pro-BIA par la L-Pro-AMC. 

De fagon analogue, l f addition de L-Leu-BIA au tampon 
phosphate mentionne ci.-dessus n'-a— pas— permis de - detecter 
une activite de L-Leucine-aminopeptidase dans les cultures 
de E. coli, K. pneumoniae, C. freundii , P. aeruginosa, S. 

20 agalactiae, E. faecium et S. pyogenes, alors que cette 
activite est detectee, par emission de fluorescence apres 
24 a 48 heures, pour ces memes bacteries, dans le meme 
tampon additionne de L-Leu-AMC, 

25 Exemple 3 

Le milieu de culture contient, outre de 1 1 eau : 



- Extrait de levure ® 6 g/1 

- Peptone de gelatine © 5 g/1 

30 - NaCl • . 8 g/1 

- Na 2 C0 3 0,1 g/1 

- Agar 13 g/1 
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(D commercialise par BIO MERIEUX 

<2> BIO-GELYTONE commercialise par BIO MERIEUX 

A ce milieu, on ajoute soit la L-Pro-BIA, soit la 
5 pyroglutamyl-BIA (Pyr-BIA) , soit la Ala-Phe-Pro-BIA. On 

ensemence ces differents milieux, repartis en boites de 

Petri, avec divers micro-organismes : E. coli, 

* • 

K. pneumoniae, C. freundii, P. aeruginosa, S. agalactiae, 
E. faecium, S. pyogenes, S. epidermidis , C. albicans et 
10 C. tropicalis. Les boites sont mises en incubation a 37 °C 
. pendant 48 heures, et les colonies formees sont examinees 
visuellement apres 24 et 48 heures d' incubation. La couleur 
a ete notee. Les resultats sont presentes dans le tableau 1 
ci-apres : 

15 
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TABLEAU 1 



Souches 

• 


• 


JLJ XT X \J 




Aia- 


E. coll 
Gram — — 


24 H 


I 




Brun 


48 H 


— ... 


— 


Brun 


K. pneumoniae 
Gram - 


24 H 


— 


— 


Brun- 


48 H 


— 


Brun 


Brun 


C. freundll 
Gram - 


24 H 


— 


— 


Brun 


48 H 




Brun- 


Brun. 


P. aeruginosa 
Gram - 


24 H 


Brun 


Brun 


Brun 


48 H 


Brun 


Brun 


Brun 


S. agalactlae 
Gram + 


24 H 


NT J 


— 


Brun 


48 H 


NT 


— 


Brun 


E, faeclum 
Gram + 


24 H 


NT 


Brun 


— 


48 H 


NT 


Brun 


— 


5. pyogenes 
Gram + . 


24 H 


NT 


Brun 


Brun 


48 H 


NT 


Brun 


Brun 


S. 

epi dermldis 
Gram + 


24 H 


NT 




NT 


48 H 


NT 




NT 


C- albicans 


'24 H 


Brun 


NT 


NT 


48 H 


Brun 


NT 


NT 


C. tropicaiis 


24 H 




NT 


NT 


48 H 




NT 


NT 



- = absence de coloration 
Brun = couleur des colonies 
NT = Non teste 



Dans le milieu utilise pour cet exemple, il est done 
possible de mettre en evidence des activites de L-Proline- 
aminopeptidase, Pyroglutamyl-aminopeptidase et Alanine- 
Phenylalanine-Proline-peptidase avec la L-Pro-BIA, la Pyr- 

10 BIA et la Ala-Phe-Pro-BIA, :> respectivement . On peut 
notamment distinguer les bacteries de l'espece E. faeclum 
(colonies incolores avec Ala-Phe-Pro-BIA) des bacteries du 
genre Streptococcus etudiees (coloration brune avec Ala- 
Phe-Pro-BIA) . On peut aussi distinguer l'espece 

15 P. aeruginosa (colonies brunes avec L-Pro-BIA) des autres 
bacteries a Gram negatif etudiees- On peut en outre 
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distinguer les souches de levure de 1 1 espece C. albicans 
. (colonies brunes avec L-Pro-BIA) de celles de 1' espece 
C. tropicalis . 

On a obtenu des resultats identiqiies avec - un milieu 
5 analogue liquide, sans agar, 

Exemple 4 

Dans le milieu de I 1 exemple 3, on a incorpore soit de 
10 la L-Pro-BIA soit de la Pyr-BIA, seules ou en combinaison 

avec soit du 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-|3~D-glucoside (X- 
Glu) soit du 6-Chloro-3-indolyl-p-D-glucoside (Z-Glu) soit 
du 4-Methylumbellif eryl-{5-D-glucoside (MUG1) . On ensemence 
ces differents milieux repartis en boites de Petri avec des 

15 micro-organismes. Les boites ont ete mises en incubation a 
37 °C pendant 48 heures, et les colonies formees ont ete 
examinees visuellement a la lumiere ambiante et sous lampe 
U.V. (longueur d'onde - 3 65nm) . Les couleurs des colonies 
obtenues apres 24 et 48 heures d' incubation sont presentees 

20 dans le tableau 2 : 
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TABLEAU 2 





L-Pr< 


o-BIA 


Pyr-BIA 








• 

| X-Glu 


Z-Glu 

V 


MUG1 


j X-Glu 

* 
• 

• 


j Z-Glu 


MUG1 


Souches 




1 


1 2 


3 


4 


5 


| 6 


I 7 


8 


E. coll 

Gram - 


24 H 





; 






_ 








48 H ... 











_ 








K. pneumoniae 
Gram - 


'24 H 




; Bleu 


Rose 


Fluo 




\ Bleu 


| Rose 


Fluo 


• 48 H 




Bleu 


Rose 


Fluo 


Brun 


i Bleu- 
bris 


I Gris- 
Rose 


Brun+ 
Fluo 


C, freundll 

Gram - 


24 H 




Bleu 


Rose 


Fluo 




Bleu 


Rose 


Fluo 


48 H 





Bleu 


Rose 


Fluo 


Brun 


Bleu- 

bllS 


Gris- 
Rose 


Brun-h 
Fluo 


P. aeruginosa 
Gram - 


24 H 


Brun 


Brun 


Brun 

■ 

— 


Brun 


Brun 


Brun 


Brun 


Brun 


48 H 


Brun I 


Brun 


Brun 


Brun 


Brun 1 


Brun 


Brun 


Brun 


5. agalactiae 
Gram + 


24 H 


NT 


NT 


NT 


NT 










48 H 


NT 


NT 


NT 


NT 










E. faeclum 

Gram + 


24 H 


NT 


NT 


NT 


NT 


Brun 


Bleu- 
Gris 


Gris- 
Rose 


Brun+ 
Fluo 


48 H 


NT | 


NT 


NT 


NT 


Brun j 


Bleu- 
Gris j 


Gris- 
Rose 


Brun+ 
Fluo 


S. pyogenes 

Gram + 


24 H 


NT 


NT 


NT 


NT 


Brun 


Brun j 


Brun 


Brun 


48 H 


NT | 


NT . 


NT 


NT 


Brun | 


Brun j 


Brun 


Brun 


C. albicans 


24 H 


Brun | 


Brun 


Brun 


Brun 


NT 


NT | 


NT 


NT 


48 H 


Brun j 


Brun 


Brun 


Brun 


NT 


NT | 


NT 


NT 


C. troplcalls 


24 H 






Rose 


Fluo 


NT | 


NT | 


NT 


NT 


48 H 

» m • 




Bleu 


Rose 


Fluo 


NT 


NT 


NT 


NT 



N* : N° du milieu 
T** : temps de culture 
- : absence de coloration 
NT : non test6. 
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Sur les milieux 2, 3 et 4, il est possible de 
distinguer apres 24 heures d T incubation E. coli (absence de 
coloration) et P. aeruginosa (coloration brune) des autres 
bacteries a Gram negatif . Sur ces milieux, il est egalement 
5 possible de distinguer C. . albicans de C. tropicalis, les 
deux especes projiuisant des colonies de couleurs 
differentes. Les milieux 6, 1, et- 8 permettent la 
distinction entre S. agalactiae et les especes E. faecium 
et S. pyogenes, les souches de S. agalactiae donnant des 
10 colonies incolores et celles des deux autres especes 
donnant des colonies colorees. Apres 24 heures 
d T incubation, on peut en outre, grace a leur couleur 
caracteristique (variable suivant le milieu), distinguer 
les bacteries E. faecium des autres bacteries etudiees. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Utilisation cTau moins un compose de formule (I) : 

X-NH-R (I) 

5 dans laquelle X represente un groupe indole-3-yle 
eventuellement substitue et R represente le reste acyle 
d'un acide amine ou d'un peptide, le groupement amine, ou 
les groupements - amines, presents dans R, etant 
eventuellement sous forme protegee, comme agent revelateur, 

10 ledit agent revelateur etant a a j outer a un milieu de 
culture et permettant de mettre en evidence, par formation 
d'une coloration ou d'une fluorescence dans ledit milieu, 
soit une activite de peptidase dans une culture de micro- 
organismes, soit la presence d f un micro-organisme ou d'un 

15 groupe de micro-organismes exprimant une telle activite 
dans ledit milieu, a 1' exception de 1 1 utilisation d'un 
compose de formule (I) pour lequel X represente un groupe 
5-bromo-indole-3-yle et R represente un reste leucyle ou 
alanyle. 

20 .2. Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle 

R represente le reste acyle d'un acide amine, ou le reste 
acyle d'un peptide comportant jusqu'a 10 residus d'acides 
amines • 

3. Utilisation selon la revendication 2, dans laquelle 
25 ledit peptide comporte jusqu'a 5 residus d'acides amines et 

en particulier jusqu'a 3 reisidus d'acides amines. 

4. Utilisation selon la revendication 2 ou 3, dans 
laquelle R represente le reste acyle du peptide Ala-Phe- 
Pro- . 

30 5. Utilisation selon 1'une quelconque des 

revendications 2 a 4, dans laquelle le residu d' acide amine 
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C-terminal dudit peptide est un residu de leucine, 
d' alanine, de proline ou d'arginine. 

6. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 et 2, dans laquelle R represente un reste 

5 alanyle, prolyle, leucyle, pyroglutamyle, ou arginyle. 

7. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans laquelle . X represente un 
groupement indole-3-yle substitue en l'une au moins des 
positions 1, 4, 5, .6 et 7 dudit groupement indole. 

10 8. Utilisation selon la revendication precedente, dans 

laquelle X represente un groupe 5-bromo-indole-3-yle . 

9. Utilisation selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, dans laquelle ledit milieu de 

culture est un milieu gelifie. 
15 10, Utilisation selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 7, dans laquelle ledit milieu de culture 

est un milieu liquide. 

11. Utilisation selon . l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans laquelle on ajoute en 

20 outre au milieu de culture au moins un autre agent 
revelateur permettant de detecter, par formation d'un 
produit colore ou fluorescent, une activite enzymatique. 

12. Utilisation selon la revendication 11, dans 
laquelle ledit autre agent revelateur permet de detecter 

25 une activite enzymatique dif ferente de celle mise en 
evidence a I'aide de 1' agent revelateur de formule (I). 

13. Procede de mise en evidence d'une activite de 
peptidase dans un milieu.de culture de micro-organismes, • 
comprenant les etapes consistant a ajouter au milieu de 

30 culture au. moins un compose de formule (I) : 

X-NH-R (I) 
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dans laquelle X represente un groupe indole-3-yle 
Eventuellement substitue et R represente le reste acyle 
d'un acide amine ou d'un peptide, le groupement amine, ou 
les groupements amines, presents dans R, etant 
5 eventuellement sous forme protegee, a 1' exception d'un 
compose de formule (I) pour lequel X represente un groupe 
5-bromo-indole-3-yle et R represente un reste leucyle ou 
alanyle, 

et a rechercher la formation eventuelle d'un produit colore 
10 ou fluorescent dans ledit milieu, etant entendu que la 
formation ou 1' absence de formation d'un produit colore ou 
fluorescent permet de conclure a la presence ou . a 
I 1 absence, respectivement, de ladite activite de peptidase. 
14. Procede de detection d'un micro-organisme ou d'un 
15 groupe de micro-organismes dans un echantillon les 
contenant ou susceptible de les contenir, comprenant les 
etapes consistant a ajouter a un milieu de culture 
contenant 1 ' echantillon au moins un compose de formule 
(I) : 

20 X-NH-R (I) 

dans laquelle X represente un groupe indole-3-yle 
eventuellement substitue et R represente le reste acyle 
d'un acide amine ou d'un peptide, le groupement amine, ou 
les groupements amines, presents dans R, etant 

25 eventuellement sous forme protegee, a 1' exception d'un 
compose de formule (I) pour lequel X represente un groupe 
5-bromo-indole-3-yle et R represente un reste leucyle ou 
alanyle, 

a rechercher la formation eventuelle d'un produit colore ou 
30 fluorescent dans ledit milieu de culture, 

et & comparer, le cas echeant, la coloration ou la 
fluorescence obtenue a celle obtenue avec un echantillon 
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authentique du micro-organisme ou du groupe de micro- 
organismes recherche, 

- ■ 

15. Procede selon la revendication 13 ou 14, dans 
lequel ledit compose de formule (I) est tel que defini dans 

5 1'une quelconque des revendications 2 a 8. 

16. Procede selon la revendication 13, 14 ou 15, dans 
lequel on ajoute ledit compose de formule (I) au milieu de 
culture avant le debut d'une etape de culture ou au debut 
d'une etape de culture dudit micro-organisme ou dudit 

10 groupe de micro-organismes susceptible d'etre present- dans 
ledit echantillon. 

17. Procede selon la revendication 16, dans lequel 
ledit milieu de culture est un milieu gelifie, et dans 
lequel on introduit le compose de formule (I) lors de la 

15 preparation du milieu de culture, avant la gelification 
dudit milieu. 
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